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RESUMO

BARROS, Mariana de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2016.
Atividade de 7-epiclusianona e do complexo metalico 7-epiclusianona-
cobre sobre Streptococcus spp. isoladas de mastite bovina. Orientadora:
Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Leandro Licursi de
Oliveira e Marcelo Henrique dos Santos.

Mastite € uma inflamacao da glandula mamaria e é apontada como a maior
causa de perdas econdmicas na cadeia lactea mundial. As espécies de
Streptococcus estdo entre os principais patdgenos da mastite. E notavel a
emergéncia de patdgenos resistentes aos compostos tradicionalmente usados
para o controle de doencas. Dessa forma, novas alternativas tém sido
buscadas nos produtos naturais, destacando-se as plantas. Rheedia
brasiliensis € muito utilizada na medicina popular brasileira com diversos fins
terapéuticos. Foi isolado de seu fruto a benzofenona 7-epiclusianona. Uma boa
estratégia para aumentar a atividade antimicrobiana € complexar moléculas
ativas com metais. Assim, foi sintetizado um complexo metalico composto por
duas moléculas de 7-epiclusianona com cobre. O objetivo do presente trabalho
foi verificar a atividade de 7-epiclusianona (7-epi) e do complexo metalico 7-
epiclusianona-cobre (7-epi-Cu) sobre bactérias do género Streptococcus
isoladas de mastite bovina, e avaliar a citotoxidade dessas moléculas sobre
células MAC-T. Foram utilizados para esse estudo quatro isolados de mastite
bovina, dois de Streptococcus agalactiae (SA3930 e SA4038) e dois de
Streptococcus uberis (SU959 e SU3580). Eles foram submetidos ao teste de
concentracao inibitéria minima (CIM) através da microdiluicdo em caldo, e
também foi determinada a concentragdo bactericida minima (CBM) em caldo. A
curva de tempo de morte foi tragada a partir da contagem de Unidades
Formadoras de Colénias em tempos pré-determinados durante 24 horas com
os isolados submetidos a CIM e a CBM. O conteudo de proteina no
sobrenadante foi determinado pela centrifugacdo da suspensao bacteriana
tratada com a CIM dos dois compostos, através do método de Bradford. Para
avaliar a indug¢ao da aderéncia, foi utilizada uma concentragcéo subinibitéria dos

compostos. O efeito citotoxico dos compostos foi medido através dos ensaios
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do MTT e da captagédo de vermelho neutro sobre células MAC-T. As médias
obtidas nos ensaios de MTT, vermelho neutro, teste de liberagdo de proteinas
e avaliagao da aderéncia foram comparas pelo ANOVA seguido pelo Tukey. O
nivel de significancia adotado foi 95% (p<0,05). As CIMs encontradas para os
compostos 7-epi e 7-epiCu foram de 7,8 ug mL" para as cepas SA4038,
SU959 e SU3580. A cepa SA3930 foi resistente a maior concentragao testada
(125 pg mL"). A CBM para SA4038 com 7-epi foi 15,6 ug mL™, para as demais
combinagdes composto/isolado foi 31,3 ug mL™". A dinamica da curva de tempo
de morte para os compostos mostrou agao bacteriostatica de uma maneira
tempo/dose-independente. Nao foi evidenciada a presenca de proteina no
sobrenadante das culturas tratadas com os compostos. 7-epi e 7-epi-Cu que,
em subdose, ndo induziram a aderéncia das bactérias S. agalactiae e S. uberis.
Ambos compostos ndo apresentaram atividade citotoxica quando na CIM para
as células MAC-T, porém foram téxicos na concentragao 7xCIM. Os compostos
testados apresentaram excelentes resultados quanto a sua atividade contra
essas bactérias Gram-positivas. Uma vez que os resultados dos dois
compostos avaliados foram semelhantes, seria mais recomendada a utilizagéo

de 7-epi, por ser mais simples e barata sua producéo.
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ABSTRACT

BARROS, Mariana de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2016.
Activity of 7-epiclusianone and metal complex 7-epiclusianone-copper on
Streptococcus spp. isolated from bovine mastitis. Adviser: Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira. Co-advisers: Leandro Licursi de Oliveira and Marcelo
Henrique dos Santos.

Mastitis is an inflammation of the mammary gland and is identified as the major
cause of economic losses in global dairy chain. Streptococcus species are
among the main mastitis pathogens. It is remarkable the emergence of resistant
pathogens to compounds traditionally used for disease control. Thus, new
alternatives have been researched in natural products, especially plants.
Rheedia brasiliensis is widely used in Brazilian folk medicine with various
therapeutic purposes. It was isolated from its fruit the benzophenone 7-
epiclusianone. A good strategy to enhance the antimicrobial activity is complex
active molecules with metals. Then it was synthesized a metal complex with two
molecules of 7-epiclusianone with copper. The aim of this study was to
determine the activity of 7-epiclusianone (7-epi) and the metal complex 7-
epiclusianone-copper (7-epi-Cu) on bovine mastitis isolated Streptococcus spp,
and assess the cytotoxicity of these molecules on MAC-T cells. Were used for
this study four bovine mastitis isolates, two Streptococcus agalactiae (SA3930
and SA4038) and two Streptococcus uberis (SU959 and SU3580). They were
subjected to a minimum inhibitory concentration test (MIC) by broth
microdilution and minimum bactericidal concentration (MBC) test in broth. Time-
kill curve was plotted from Forming Units Colony count at predetermined times
during 24 hours with the isolates submitted to the CIM and CBM. The protein
content in the supernatant was determined by centrifugation of bacterial
suspension treated with MIC of both compound by Bradford’s method. To
evaluate the induction of adhesion one sub-inhibitory concentration of the
compounds was used. Cytotoxic effect of the compounds was measured
through MTT assay and neutral red uptake on MAC-T cells. The average
obtained in the MTT assay, neutral red uptake, protein leakage and adherence

evaluation were compared by ANOVA followed by Tukey. The significance level
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was 5% (p <0.05). The MICs found for compounds 7-epi and 7 —epi-Cu was 7.8
ug mL™ to SA4038, SU959 and SU3580 strains. SA3930 strain was resistant to
the highest concentration tested (125 pg mL™"). CBM for SA4038 with 7-epi was
15.6 ug mL", for the other combinations compound/strain was 31.3 Mg mL™".
Time-kill curve dynamic of compounds showed bacteriostatic action in a manner
time/dose independent. There was no evidence of protein in supernatant of
cultures treated with the compounds. 7-epi-7-epi-Cu, in sub-doses, no induced
S. agalactiae and S. uberis adhesion. Compounds tested showed no cytotoxic
activity when at the MIC for the MAC-T cells, but were toxic in 7xCIM. Two
compounds tested had excellent results for their activity against these Gram-
positive bacteria. Since results of both compounds evaluated were similar,
would most recommended use of 7-epi, because its simpler and cheaper

production.



1 INTRODUGAO

Mastite bovina causa significantes perdas econémicas em todo o mundo
devido a diminuigdo da producéo leiteira, diminuicdo da qualidade do leite e
aumento dos custos de produgao e manejo. A doenga representa risco a saude
publica uma vez que os produtos lacteos podem ser carreadores de patdgenos
causadores de zoonoses e suas toxinas, além da possivel selecao de
patdgenos resistentes a antimicrobianos devido ao tratamento.

As espécies de Streptococcus estdo entre os principais agentes
etiologicos da mastite na industria lactea mundial. Streptococcus agalactiae é
um patdégeno contagioso e causa mastite subclinica de longa duracao.
Streptococcus uberis € considerado um patégeno ambiental e esta entre os
principais agentes etioldgicos de mastite em todo o mundo.

O controle da mastite € baseado na higiene da ordenha, manutengao dos
equipamentos de ordenha, terapia antibiética em animais em lactacdo ou
secos, abate de animais cronicamente infectados e vacinagéo.

Para superar a resisténcia dos micro-organismos aos compostos
tradicionais, novas alternativas tém sido buscadas nos produtos naturais para o
tratamento de doencgas. Dentre eles, destacam-se as plantas devido a sua
ampla quimiodiversidade.

Rheedia brasiliensis € uma planta muito utilizada na medicina popular
brasileira com diversos fins terapéuticos. Foi isolado de seu fruto o
biocomposto 7-epiclusianona e existem varios relatos de suas diversificadas
atividades biologicas.

Os compostos obtidos a partir de fontes naturais podem ser ligeiramente
modificados de modo a torna-los mais eficazes. Uma boa estratégia para
aumentar a atividade antimicrobiana é complexar moléculas ativas com metais.
Ha interesse crescente na literatura da investigagdo de complexos do Cu*? por
ser um metal barato e facilmente disponivel. Foi sintetizado, entdo, um
complexo metalico de duas moléculas de 7-epiclusianona com cobre.

O objetivo do presente trabalho foi verificar a atividade de 7-epiclusianona
e do complexo metalico 7-epiclusianona-cobre sobre bactérias do género
Streptococcus isoladas de mastite bovina, e avaliar a citotoxidade dessas

moléculas sobre células MAC-T.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mastite

Mastite € uma inflamacéo do parénquima da glandula mamaria que atinge
a saude de bovinos e afeta a produgéao lactea em todo o mundo (RICHARDS et
al., 2015). E uma doenca complexa que envolve muitos fatores (PETROVSKI;
TRAJCEV; BUNESKI, 2006). A doenca € responsavel por grandes prejuizos a
cadeia produtiva devido as lesbes causadas nas células epiteliais secretoras da
glandula mamaria, diminuindo a producdo e secregdo da glandula como um
todo (OLIVEIRA et al., 2012). Perdas anuais na industria lactea devido a
mastite sdo estimadas em aproximadamente 2 bilhdes de ddlares nos Estados
Unidos (HAMADANI et al., 2013; NICKERSON; OLIVER, 2014).

A enfermidade resulta em alteracbes na composicdo do leite,
principalmente no teor de lactose, gordura e proteina (HAMADANI et al., 2013;
OLIVEIRA et al.,, 2012; PETROVSKI; TRAJCEV; BUNESKI, 2006). Ocorre
também aumento nas concentragbes de componentes do soro sanguineo no
leite devido a reacéo inflamatéria (soroalbumina, imunoglobulinas, cloreto e
sédio), essas mudancas tém efeito direto e indireto nas propriedades
tecnoldgicas de fabricagdo do leite, podendo diminuir a qualidade e tempo de
prateleira do produto lacteo final (PETROVSKI; TRAJCEV; BUNESKI, 2006).

As perdas econbmicas sao também atribuidas ao abate precoce de
animais infectados (NANI et al., 2015), ao uso de drogas para tratamento e
prevencao (WANG et al.,, 2015), ao leite descartado e ao tempo extra de
trabalho do ordenhador gasto na separagdo dos animais e aplicacdo dos
tratamentos (PETROVSKI; TRAJCEV; BUNESKI, 2006). A presenca de
pequenas quantidades de antimicrobianos no leite devido ao tratamento da
mastite € associado com as principais perdas da industria lactea quando as
culturas starters séo destruidas ou tém sua atividade reduzida (PETROVSKI;
TRAJCEV; BUNESKI, 2006).

As penalidades severas impostas quando ha presenca de antimicrobianos
no leite sdo o maior incentivo para assegurar que medidas efetivas sao

tomadas na origem para prevenir a contaminacdo (PETROVSKI; TRAJCEYV;
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BUNESKI, 2006). No Brasil, o Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) instituido pela Portaria Ministerial n.° 51/1986,
adequado pela Portaria Ministerial n.° 527/1995 e alterado pela Instrugéo
Normativa 42/1999, objetiva promover a garantia de qualidade do sistema de
producao de alimentos de origem animal ao longo das cadeias produtivas. Para
isso, € composto por programas setoriais, para 0 monitoramento em carnes e
demais produtos de origem animal. O programa para leite prevé os limites
maximos de residuos permitidos para diversas drogas, entre elas
antimicrobianos (BRASIL, 1999).

Leite e produtos lacteos sao fontes essenciais de comida para a maioria
da populagdo mundial (VLIEGHER et al., 2012). Preocupacoes relacionadas a
saude publica sdo uma realidade, uma vez que mastite, qualidade do leite e
segurancga alimentar dos produtos lacteos estdo inter-relacionadas (ALTALHI;
HASSAN, 2009). A presenca de patdégenos em leite cru nao pasteurizado
aumenta o risco da ingestdo e transmissdo desses, além da ingestdo de
toxinas potencialmente perigosas (ALTALHI; HASSAN, 2009; PETROVSKI;
TRAJCEV; BUNESKI, 2006). A potencial propagagdo de organismos
zoonoticos através do leite, embora raro na era de pasteurizagdo, continua a
ser um risco especialmente nos nichos de mercado de produtos lacteos nao
pasteurizados e durante falhas na pasteurizacdo (PETROVSKI; TRAJCEYV;
BUNESKI, 2006). Além disso, existem relatos literarios de micro-organismos
que sobreviveram as temperaturas de pasteurizagado previstas na legislacao
(CARVALHO et al., 2012). O extenso uso de antimicrobianos no tratamento e
controle de mastites tem também possiveis implicacdes para a saude humana
através do aumento de estirpes resistentes aos antimicrobianos que podem
entrar na cadeia de alimentos ou através do aumento de reagdes alérgicas a
essas drogas (PETROVSKI; TRAJCEV; BUNESKI, 2006).

A contagem de células somaticas (CSS) no leite é uma ferramenta para
inferir se existe infecgdo intramamaria (HOQUE et al.,, 2014), uma vez que
leucdcitos mononucleares, mondocitos, linfécitos e neutrdfilos  seréo
transportados ao ubere se houver infeccdo (DUARTE; FREITAS; BEXIGA,
2015). Pontos de corte para o diagnostico a partir da CSS variam entre as
publicacdes devido a diferengas entre os paises, porém, o valor mais frequente
para definir mastite subclinica é CSS = 200 mil células mL™" (DUARTE;
FREITAS; BEXIGA, 2015). No Brasil, a Instrugdo Normativa 62 prevé limites
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maximos de 400 mil células mL™" em leite cru refrigerado para as regides sul,
sudeste e centro-oeste e 500 mil células mL™" para as regides norte e nordeste
(BRASIL, 2011).

Quanto a etiologia da doenca, a mastite pode ser causada por infecgao
microbiana (mais frequente), mas pode haver causas nao-infecciosas quando
provocada por fatores quimicos, fisicos ou traumaticos (BARLOW, 2011).

Quanto ao curso de duragdo, a doenga pode ser classificada em aguda e
cronica. A forma aguda e clinica da doenga é facilmente reconhecida, a forma
cronica e subclinica somente pode ser detectada através de testes de campo
ou de laboratério (CHANDRASHEKHAR et al., 2015), uma vez que nao sao
visiveis alteragdes no leite ou na glandula mamaria (GURLER et al., 2015).

Quanto a intensidade dos sintomas e sinais, pode ser classificada em
clinica e subclinica. A mastite clinica é caracterizada por inicio subito, inchaco,
vermelhiddo e dor no ubere, além de secregcao de leite reduzida nos quartos
afetados. O leite pode ter coagulos, flocos ou exibir consisténcia aguada. O
animal pode apresentar febre, depressdo e anorexia. A mastite subclinica, por
sua vez, € caracterizada por nao ter sinais visiveis tanto no ubere quanto no
leite, mas ha redug¢do na produgao lactea e aumento da contagem de células
somaticas, tendo menor impacto em novilhas (HAMADANI et al., 2013;
KULKARNI; KALIWAL, 2013; ROYSTER; WAGNER, 2015). As perdas
econbmicas relacionadas a mastite subclicnica podem n&o ser percebidas
pelos produtores (PETROVSKI; TRAJCEV; BUNESKI, 2006).

Epidemiologicamente, a mastite € divida em ambiental e contagiosa. Na
mastite contagiosa, os patégenos sao transmitidos de um animal doente a um
saudavel através de fébmites no momento da ordenha (ROYSTER; WAGNER,
2015). Os patégenos ambientais tém seu reservatério no ambiente onde a vaca
vive (ROYSTER; WAGNER, 2015), encontram-se na serragem, cama, fezes e
solo (KULKARNI; KALIWAL, 2013).

Quanto a via de infecgao, a principal porta de entrada de patégenos € o
orificio do teto, chamada de via ascendente (COSTA, 1998). A via descendente
(hematdégena) é menos prevalente, mas é a via de disseminagédo nos casos de
mastite intersticial cronica observada na brucelose, listeriose e na tuberculose
(COSTA, 1998).

Ja foram identificados pelo menos 138 patégenos como causa de mastite

(HAMADANI et al., 2013). Os organismos patogénicos sao comumente
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separados naqueles que causam a mastite contagiosa daqueles que causam
mastite ambiental (HAMADANI et al., 2013). As espécies de Streptococcus,
incluindo Streptococcus agalactiae e Streptococcus uberis, estdo entre os
principais patdégenos da mastite na industria lactea mundial (HAMADANI et al.,
2013). Streptococcus sao cocos Gram positivos, imoveis, ndo formadores de
esporos, sdo homofermentadores, tendo acido lactico como produto final da
fermentacado, arranjam-se em cadeia, sdo anaeroébios facultativos, catalase e
oxidase negativos, podendo ou ndo produzir hemolisinas (QUINN et al., 2005).
S. agalactiae € um patdgeno obrigatério altamente contagioso e causa mastite
subclinica de longa duragdo. S. uberis € considerado um patégeno ambiental
(LEELAHAPONGSATHON et al., 2016), e esta entre os principais agentes
etiologicos de mastite em todo o mundo (SHOME et al., 2012).

Apos invadir o canal do teto, os patégenos podem invadir e colonizar o
alvéolo, onde produzem toxinas que causam injuria ao tecido secretério (que
também pode ser promovido por trauma fisico ou agentes quimicos irritantes)
culminando na inflamagao do tecido com a passagem de leucécitos da corrente
sanguinea para o lumen do alvéolo (RESHI et al., 2015).

Os fatores de risco animal s&o: idade (prevaléncia de infeccdo aumenta
com a idade, atingindo o maximo aos 7 anos); estagio da lactacao (taxa de
infeccdo maior na fase inicial e final da lactagédo); producdo de leite (grandes
produtoras s&o mais comumente afetadas do que baixas); raca (incidéncia
menor em vacas zebuinas); taxa de ordenha e morfologia do Ubere (taxa de
ordenha alta e grande diametro do canal do teto tém sido associados com
aumento da incidéncia de infeccdo intramamaria); tamanho do rebanho
(incidéncia € maior em grande rebanho); nutricdo (alimentagdo proteica pode
ser fator predisponente) e higiene (HAMADANI et al., 2013).

O controle da doenca é baseado em diminuir a exposi¢cao do teto aos
potenciais patdégenos e aumentar a resisténcia dos animais a infecgao
(KULKARNI; KALIWAL, 2013). Assim, fundamenta-se na higiene da ordenha,
manutencdo periddica dos equipamentos de ordenha, terapia antibidtica em
animais em lactagdo ou secos, abate de animais cronicamente infectados
(NANI et al., 2015), nutricado (HAMADANI et al., 2013) e vacinagao (VLIEGHER
et al., 2012).

Apesar de intensas pesquisas e implementagcdo de varias estratégias de

controle por décadas, a mastite bovina ainda esta presente nos rebanhos
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leiteiros. A redugado na prevaléncia de mastite subclinica foi minima. Por outro
lado, a incidéncia dos casos de mastite clinica foi reduzida em todo o mundo
como resultado das medidas de controle (PETROVSKI; TRAJCEV; BUNESKI,
2006).

O tratamento medicamentoso da mastite na lactagdo continua a ser
comum, assim como o tratamento de vacas no periodo seco (ROYSTER;
WAGNER, 2015), sendo que essa enfermidade é a causa primaria do uso de
drogas antimicrobianas em vacas leiteiras adultas (POL; RUEGG, 2007).
Falhas na terapia antimicrobiana sio atribuidas, entre outros, ao uso incorreto
dos antimicrobianos, presencga de biofilmes na superficie do tecido da glandula
mamaria e sistema de efluxo multidroga das bactérias (OSPINA, 2012), que
sao complexos proteicos capazes de transportar moléculas de varios tamanhos
e propriedades do interior bacteriano para o espaco extracelular (BLAIR;
PIDDOCK, 2016). Além disso, o uso indiscriminado de antimicrobianos pode
promover a emergéncia de isolados resistentes (NANI et al.,, 2015). Os
tratamentos malsucedidos tém motivado a busca por abordagens alternativas

visando minimizar o uso de antimicrobianos (NANI et al., 2015).

2.2 Compostos de origem vegetal

A utilizagcdo de plantas para controlar e debelar doencas é tdo antiga
quanto a espécie humana (MACIEL; PINTO; VEIGA JR., 2002). A evidéncia
escrita mais antiga do uso das plantas medicinais para a preparacéo de drogas
foi encontrada em uma laje de argila em Nagpur, india, com cerca de 5.000
anos de idade (PETROVSKA, 2012).

O conhecimento empirico das pessoas sobre a utilizacdo e a eficacia de
plantas medicinais contribui para a disseminacao dos atributos terapéuticos dos
vegetais, recomendados por seus efeitos medicinais, apesar de ndo terem seus
principios ativos determinados (MACIEL; PINTO; VEIGA JR., 2002). A busca
por componentes ativos presentes em plantas medicinais s6 comegou no
século XIX, levando a concepgcdo do primeiro medicamento com as
caracteristicas que conhecemos hoje (DUTRA et al., 2016). Em 1806, Friedrich

Serturner, foi um pioneiro isolando o alcaloide morfina da papoula, evento que
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incentivou uma busca continua por outros derivados de plantas medicinais
(DUTRA et al., 2016).

De acordo com a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), 70-80% da
populacdo mundial depende exclusivamente de ervas para os seus cuidados
primarios de saude (SPONCHIADO et al., 2016). Ervas medicinais tradicionais
desempenham um papel proeminente nos sistemas de saude de muitos paises
(CHANDER et al.,, 2016). Na América do Sul, o uso de plantas medicinais
contribui significantemente para os cuidados basicos com a saude (PESSINI et
al., 2003). No Brasil, a partir da década de 1980 diversos instrumentos
normativos foram criados, baseados em instrucbes da OMS, incentivando a
pesquisa e a utilizacdo de fitoterapicos no Sistema Unico de Saude (BRASIL,
2006).

O Brasil detém a maior biodiversidade no mundo, compreendendo mais de
45.000 espécies de plantas superiores, o que corresponde 20-22% do total de
plantas existentes no planeta (DUTRA et al., 2016). Para o tratamento de
infeccbes comuns, muitas plantas sdo utilizadas no Brasil na forma de extrato
bruto, infusdes ou emplastos, sem nenhuma evidéncia cientifica de sua eficacia
(PESSINI et al., 2003). Apesar da biodiversidade brasileira abundante e o
grande interesse da populagdo no uso da medicina tradicional, atualmente o
mercado de fitoterapia brasileiro € muito modesto, representado por cerca de
261 milhdes de dodlares, o que representa menos de 5% do mercado da
medicina brasileira, estimado em cerca de 28 bilhdes de dolares em 2014
(DUTRA et al., 2016).

Os compostos derivados de plantas sdo atualmente empregados na terapia
moderna, além de desempenharem um papel importante para a sintese de
algumas moléculas mais complexas (DUTRA et al., 2016). Estima-se que cerca
de 30% dos medicamentos terapéuticos disponiveis sao derivados de fontes
naturais, principalmente plantas e micro-organismos (DUTRA et al., 2016).

Apesar dos progressos significativos feitos na pesquisa microbioldgica e no
controle de doencas infecciosas, epidemias recorrentes causadas por bactérias
resistentes a drogas e o aparecimento de novas estirpes bacterianas
patogénicas exigem a descoberta de novos antimicrobianos. (SHARMA et al.,
2016). A resisténcia leva ao aumento de falhas terapéuticas e aumento dos
custos do tratamento (AHMAD; VILJOEN, 2015). Dado que o tratamento e a

prevencao da mastite representam o maior uso de antimicrobianos na pecuaria
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leiteira, constituindo-se em um custo substancial para a industria (WANG et al.,
2015), a busca por novos tratamentos para essa enfermidade apresenta-se
como uma necessidade.

Nesse contexto, produtos naturais tornam-se uma importante fonte para a
descoberta de novos agentes terapéuticos. Plantas s&o especialmente ricas
nesses compostos devido a sua ampla quimiodiversidade (IONTA et al., 2015).
Apesar do grande desenvolvimento de métodos para a sintese de produtos
farmacéuticos, as plantas medicinais ainda representam importantes fontes de
novas identidades moleculares, principalmente devido ao fato de que as
plantas podem sintetizar e produzir constituintes que sao dificeis de obter,
através de sintese quimica (SPONCHIADO et al., 2016).

A populacdo brasileira tem longa tradicdo no uso de plantas medicinais
para o tratamento de diversas doencgas agudas e crénicas. Isso tem chamado a
atencao dos pesquisadores brasileiros e algumas companhias farmacéuticas
brasileiras para o estudo de plantas medicinais nativas e seus principios ativos
(DUTRA et al., 2016).

2.2.1 Rheedia brasiliensis

Plantas do género Rheedia s&do muito utilizadas na medicina popular
para tratar inUumeras desordens, como constipac¢ao, reumatismo, inflamacéao e
dor. Elas sao ricas em flavonoides, benzofenonas, xantonas, terpenos e
esteroides (CARVALHO-SILVA et al., 2012).

A espécie Rheedia brasiliensis é nativa da regido Amazénica e cultivada
em todo o territorio brasileiro, sendo conhecida popularmente como bacupari,
bacoparé e bacupari miudo (SANTOS et al.,, 1999). Em 1999, Santos e
colaboradores isolaram dos frutos de R. brasiliensis (Figura 1) um derivado

tetraprenilado de benzofenona, a 7-epiclusianona (Figura 2).



Figura 1 - Frutos de Rheedia brasiliensis (bacupari). Disponivel em:
<http://herbamedicinalis.blogspot.com.br/2015/09/bacupari-o-bacupari-garcinia.html>

A molécula 7-epiclusianona mostra amplo espectro de atividades
biolégicas (IONTA et al., 2015). Foram relatados atividade contra
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (ALVES et al.,, 1999) e efeitos
vasodilatador (CRUZ et al., 2006), anti-anafilatico (NEVES et al., 2007), anti-
HIV (PICCINELLI et al., 2005), antinoceceptivo e anti-inflamatorio (SANTA-
CECILIA et al., 2011), entre outros.

0 0 =
-
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Figura 2 - Estrutura quimica de 7-epiclusianona.

Os compostos obtidos a partir de fontes naturais também podem servir

como prototipos para a sintese de novos medicamentos com atividades
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bioldgicas e terapéuticas semelhantes, ou ser ligeiramente modificado de modo

a torna-los mais eficazes ou menos toxicos (SPONCHIADO et al., 2016).

2.3 Metais como antimicrobianos

A atividade antimicrobiana de metais tais como prata (Ag), cobre (Cu),
ouro (Au), titanio (Ti), e zinco (Zn), tendo cada um propriedades, poténcias e
espectros de atividade diferentes, € conhecida e aplicada ha séculos (DIZAJ et
al., 2014). Prata e cobre tém sido utilizados desde tempos pré-historicos em
forma de moedas, joias e utensilios de cozinha, etc. A principal razdo para a
utilizacdo destes metais na vida diaria € a sua inerente natureza antimicrobiana
(INGLE; DURAN; RAI, 2014).

A utilizagdo de ions metalicos e os seus compostos no tratamento de
doenca humana é conhecida ha séculos. Historicamente, chineses e arabes
utilizavam zinco para promover a cicatrizagao de feridas, enquanto os egipcios
utilizavam cobre para esterilizar a agua (NUNES et al., 2016). Ancides gregos
no tempo de Hipdcrates (400 aC) prescreviam cobre para doencas pulmonares
e também para a purificacdo de agua potavel (INGLE; DURAN; RAI, 2014).

Hoje em dia, devido ao crescimento de bactérias multirresistentes a
antimicrobianos, o uso de metais em medicina ressurgiu como uma area
importante e promissora da pesquisa em farmacologia (NUNES et al., 2016).
Destacam-se também os ions metalicos, devido a seu amplo espectro de
atividade (AHMAD; VILJOEN, 2015). Por exemplo, Cu*' pode causar disfungao
proteica por destruicdo dos grupamentos Fe-S; Cu*? pode danificar a parede
celular bacteriana ou ser internalizado e interagir com o DNA bacteriano
(NUNES et al., 2016).

Uma boa estratégia para aumentar a atividade antimicrobiana é complexar
moléculas ativas com metais (SANTI et al., 2016). Ha interesse crescente na
literatura da investigacédo de complexos do Cu*? (SILVA et al., 2015). Dentre os
ions metalicos, cobre e seus compostos tém sido usados como agentes
efetivos contra bactérias, fungos, virus e moluscos. Além disso, cobre € um
metal barato e esta facilmente disponivel, o que o torna atrativo para a sintese
de novas moléculas (INGLE; DURAN; RAI, 2014).
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Devido a isso, o grupo de pesquisa do Prof. Marcelo Henrique dos
Santos (DEQ/UFV) sintetizou um complexo metalico de duas moléculas de 7-

epiclusianona com cobre, denominado 7-epi-Cu (Figura 3).

(,;!

Figura 3 - Estrutura quimica de 7-epiclusianona-cobre.

No presente trabalho, o objetivo foi verificar a atividade antimicrobiana de
7-epiclusianona e do complexo metalico 7-epiclusianona-cobre sobre
Streptococcus spp. isoladas de mastite bovina e avaliar a citotoxicidade desses

compostos.
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3.1

12

OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar a atividade antimicrobiana de 7-epiclusianona e do complexo

metalico 7-epiclusianona-cobre sobre Streptococcus spp. isoladas de mastite

bovina e a citotoxicidade desses compostos.

3.2 Objetivos especificos

Determinar as concentragcdes inibitéria e bactericida minimas de 7-
epiclusianona (7-epi) e de T7-epiclusianona-cobre (7-epi-Cu) sobre
Streptococcus agalactiae e Streptococcus uberis isoladas de mastite
bovina.

Verificar a dindmica de agao de 7-epi e 7-epi-Cu contra os isolados em
teste.

Verificar a acdo de 7-epi e 7-epi-Cu sobre a parede celular dos isolados de
Streptococcus spp.

Avaliar a influéncia de subdosagens de 7-epi e 7-epi-Cu na capacidade
aderente de Streptococcus spp .

Determinar a citotoxicidade de 7-epi e 7-epi-Cu em cultivo de células

alveolares mamaria bovina (MAC-T).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados, meio de cultura e condicdes para estocagem

Isolados de Streptococcus spp obtidos de leite de bovinos com mastite,
cedidos pela Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora — MG), foram estocados a —
80 °C em Trypticase soy broth (TSB, Himedia, Mumbai, India). Para utilizacao,
os isolados foram reativados em TSB a 37 °C por 24 h.

Foram utilizados dois isolados de Streptococcus agalactiae SA3930,
SA4038 e dois isolados de S. uberis, SU959 e SU3580. Apds a reativacao,
cada isolado foi plaqueado em Trypticase soy agar (TSA, Himedia, Mumbai,
India). No momento da utilizacdo, foram retiradas trés a cinco unidades
formadoras de colénia (UFC), inoculadas em caldo TSB, a 37°C até atingir a
densidade dtica (D.O.) 0,1 a 595 nm aferida em aparelho espectrofotémetro
(Biomate 3, Thermo Spectronic, Madison, EUA). Esta concentracdo
corresponde a aproximadamente 10 UFC mL™, aferida previamente por

contagem padrao em placa.

4.2 Compostos testados

Os compostos quimicos testados foram gentiimente cedidos pelo
Professor D.Sc. Marcelo Henrique dos Santos do Departamento de Quimica
(DEQ, UFV). Foi utilizada uma benzofenona tetraprenilada denominada 7-
epiclusianona (7-epi), isolada do fruto de bacupari (Rheedia brasiliensis), € um
composto sintético derivado de 7-epi; formado por duas moléculas de 7-
epiclusianona complexadas com cobre (7-epi-Cu). Os compostos encontravam-
se liofilizados e foram armazenados a 4°C, protegidos da luz.

No momento da utilizacdo, 1,0 mg de 7-epi foi solubilizado em 500 uL de
dimetilsulféxido (DMSO, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e 500 yL de tampéo
fosfato-salino (PBS) pH 7,6. A solubilizagdo ocorreu com aquecimento em

banho-maria (Modelo 102, Fanem, Sao Paulo, Brasil) a 60 °C, temperatura que
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nao deteriora os compostos. Para o composto 7-epi-Cu, 1,0 mg foi solubilizado
em 1000 yL de DMSO e 1000 uyL de PBS (pH 7,6), como feito para 7-epi. A
diferenca de massa utilizada entre os dois composto se deu devido a maior

dificuldade em se solubilizar a 7-epi-Cu.

4.3 Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Os quatro isolados foram submetidos ao teste de Concentracéo Inibitoria
Minima de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012). Resumidamente, apds a solubilizagcdo dos compostos, foi realizada
diluicdo seriada na base 2 em PBS (pH 7,6). Apds os isolados atingirem a
concentracdo 10’ UFC mL™", foram transferidos 100 pL da cultura para 10 mL
de meio novo (TSB). Essa foi a concentracao bacteriana utilizada para a
realizacdo do teste. Cada pogco de uma placa de microtitulagdo de 96 pocgos
(Nest Biotech Co., Wuxi, China) recebeu 100 uL de composto solubilizado e
100 uL de solucdo antibacteriana nas concentragdes obtidas com a diluicdo
seriada (1 a 125ug mL™" para 7-epi e 0,5 a 62,5 ug mL™ para 7-epi-Cu). O
controle de crescimento foi constituido de 100 uL de cultura bacteriana com
100 uL de TSB, e o controle de esterilidade 200 uL de TSB. O experimento foi
realizado em triplicata e repetido trés vezes. O controle do diluente DMSO foi
realizado previamente e nao interferiu na multiplicacdo microbiana até a
concentracdo 125 pug mL™". O controle para definir o efeito da coloragdo dos
compostos na absorvancia também foi realizado.

Apoés inoculagdo, a placa de microtitulagdo foi incubada em estufa
bacteriolégica (Mod. Luca 81/336, Lucadema, Sdo José de Rio Preto, Brasil) a
37 °C por 24h. Em seguida, foi realizada leitura em aparelho espectrofotometro
leitor de placa (Titertek multiskan® Plus-MKII, Flow Laboratories, Inc., McLean,
E.U.A) a 550 nm. Os resultados foram plotados em graficos com auxilio do
software Microsoft Excel® 2010. A CIM foi considerada a menor concentragao
capaz de inibir a multiplicacdo bacteriana, verificada por meio da turbidez da

cultura comparada a dos controles.
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4.4 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A CBM foi determinada segundo Dzotam (2016). Apos a determinacéo da
CIM foram tomados 50 uL de cada pogo da placa de microtitulacdo onde nao
houve multiplicagado bacteriana e foram transferidos para uma nova placa, com
auxilio de micropipeta. Cada pog¢o da nova placa também recebeu 150 pL de
TSB. A placa foi incubada a 37 °C por 24 horas. Apds incubacgao, a placa foi
lida em aparelho espectrofotémetro (550 nm).
Foi considerada a CBM a menor concentracdo onde nao houve
multiplicagdo bacteriana, verificada por meio da turbidez da cultura comparada
aos controles. O experimento foi realizado em ftriplicata e repetido, pelo menos,

trés vezes.

4.5 Curva de tempo de morte

Foram utilizados apenas os isolados SA4038 e SU3580 tanto para esse
ensaio como para os demais a partir dele, pois os resultados obtidos nos testes
de CIM e CBM para os outros isolados tornavam sua utilizagdo ilégica. A curva
de tempo de morte foi determinada segundo Shi et al (2014), com
modificagdes. Resumidamente, partindo da concentracdo 10°, as culturas em
caldo foram incubadas com as concentracdes equivalentes a CIM e a CBM
determinadas anteriormente. A cada tempo pré-determinado, 0, 4, 8, 12 e 24h,
uma aliquota de 50 L foi retirada e a partir dela realizada uma diluicao seriada
na base 10 em salina 0,9% autoclavada. Cinquenta microlitros das diluigdes
obtidos foram plaqueados em agar Brain Hear Infusion (BHI) por
espalhamento, em duplicata. O controle foi conduzido na auséncia dos
compostos testados. Apds incubacido das placas por 24 h a 37 °C, foram
contadas as UFC's das placas que tiveram entre 25 e 300 colbnias. Ao final, foi
tracada uma curva da fungao logaritmica com as contagens obtidas com auxilio
de software Microsoft Excel® 2010.
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4.6 Teste de liberagao de proteina

A quantificacdo da liberacdo de proteinas pelos isolados SA4038 e
SU3580 submetidos aos compostos 7-epi e 7-epi-Cu foi determinada segundo
Oyedemi et al. (2009) e Bhande et al. (2013), com modificagdes.
Resumidamente, o conteudo de proteina no sobrenadante foi determinado pela
centrifugacdo a 3000xg por 30 minutos a 4°C da suspensao bacteriana em
concentragdo 10° UFC mL™ tratada com a CIM dos dois compostos (7,8 ug mL"
1) nos tempos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 h. A concentracdo das proteinas foi
determinada pelo método de Bradford (1976) usando Albumina de Soro Bovino
(BSA) para tracar a curva padrdo. Os controles utilizados foram as solu¢des
bacterianas na auséncia dos compostos e apenas os compostos. O resultado

foi mensurado por espectrofotometria (550 nm).

4.7 Avaliacao da aderéncia

Os isolados SA4038 e SU3580 foram incubados em caldo até atingirem a
concentracdo 10° UFC ml™. Foi utilizada a concentracdo subinibitéria dos
compostos equivalente a 2 CIM (SILVA et al., 2014). Foram plaqueados 100
ML de cultura de cada isolado com 100 pL de solugdo dos compostos, por
poco, em placas de microtitulacdo de 96 pocgos. O controle positivo foi
constituido de 100 pL de cultura com 100 uL de solugao salina 0,9% e para o
controle negativo, 200 pl de TSB. As placas foram incubadas a 37 °C por 24h e
a capacidade aderente foi analisada por espectrofotometria (550 nm). Foram
realizadas trés lavagens com agua destilada, as placas secaram a temperatura
ambiente. Em seguida, foram incubadas com 250 ul de metanol por 15 min.
Apos secagem, os pogos foram corados com solucao de cristal violeta 2% por
10 min e lavados com agua destilada autoclavada, e novamente, secos a
temperatura ambiente. Finalmente, foram adicionados 250 ul de acido acético
glacial 33%, e foi realizada a leitura em espectrofotémetro.

A inducdo da aderéncia foi medida por absorbancia em aparelho
espectrofotdmetro leitor de placa. Comparou-se a D.O. dos tratamentos com a
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dos controles. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata e

repetidos trés vezes.

4.8 Efeito citotoxico em MAC-T

4.8.1. Cultivo celular

A linhagem de células alveolares mamaria bovina (MAC-T) foi cedida
gentilmente pelo Dr. Yung-Fu Chang, do Colégio de Medicina Veterinaria da
Universidade de Cornell, Ithaca, NY, E.U.A. As células MAC-T foram cultivadas
em placas de cultura de fundo chato de 96 pogos em meio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina
(100 pyg mL™) e estreptomicina (100 pg mL™"). As células foram incubadas a 37
°C com 5% de CO; e 95% de O, por 24 h (Forma™ Series Il 3110 Water-
Jacketed CO; Incubators, Thermo Scientific™, Waltham, EUA). O crescimento
das células foi visualizado e acompanhado em microscoépio invertido (IX70,
Olympus®, Téquio, Japao) até atingir a confluéncia (3x10° células) (SILVA et
al., 2014).

4.8.2. Concentragoes dos compostos

Para cada composto, foram testadas duas diferentes concentracdes: CIM
e 7xCIM. A concentragado 7xCIM foi testada por ser considerada um valor de

seguranca no caso de superdosagem.
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4.8.3. Ensaio MTT

O sal de tetrazdlio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio) tem seu anel clivado por desidrogenases mitocondriais formando
cristais azul escuros de formazan. Essa reagdao s6 ocorre em células
metabolicamente ativas, portanto, células vivas (MOSMANN, 1983).

A porcentagem de células viaveis foi mensurada como descrito por Al-
Sheddi et al (2015). Brevemente, apoOs atingirem a confluéncia, as células
MAC-T foram expostas aos compostos nas concentracées CIM e 7xCIM por 24
h. Em seguida, adicionou-se 10 pl de MTT (solucédo estoque de 5 mg mL™ em
PBS pH 7,6, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) em 100 pl de meio e incubou-se a
placa por 4 h. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 200 yl de DMSO
por pogo, para dissolver os cristais formados. Agitou-se a placa gentilmente. A
cor desenvolvida foi lida em espectrofotdbmetro leitor de placa a 550 nm.
Células que nao foram expostas aos compostos serviram como controle. O

experimento foi realizado em quadruplicata.

4.8.4. Ensaio de Captacao de Vermelho Neutro

Vermelho neutro (NR) € um corante fracamente catiénico que se acumula
em lisossomos de células vivas (BORENFREUND; PUERNER, 1985). Apds 24
h de exposicdo aos compostos nas concentracbées CIM e 7xCIM, o meio foi
aspirado e as células MAC-T foram duas vezes lavadas com PBS (pH 7,6) e
incubadas por 3 horas com meio suplementado com NR (50 pug ml™"). O meio
foi lavado rapidamente com solugao de formaldeido (0,5%, Wirath, Sdo Paulo,
Brasil) e cloreto de calcio (1%, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida, as
células MAC-T foram incubadas por 20 minutos a 37°C em uma mistura de
acido acético (1%, Synth, Diadema, Brasil) e etanol (50%, Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) para extrair o corante. As placas foram lidas a 550 nm. Os
valores foram comparados com o controle constituido de células MAC-T que
nao foram expostas a nenhum composto (REPETTO; DEL PESO; ZURITA,

2008). O experimento foi realizado em quadruplicata.
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4.9 Analise estatistica

As médias obtidas nos ensaios de MTT, vermelho neutro, teste de
liberacdo de proteinas e avaliacido da aderéncia foram comparas pelo ANOVA
seguido pelo Tukey, usando o software SASM-Agri (CANTERI et al., 2001). O

nivel de significancia adotado foi 5% (p<0,05).



20

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida
Minima (CBM)

A CIM encontrada para os compostos 7-epiclusianona (7-epi) e 7-
epiclusianona-cobre (7-epiCu) foi de 7,8 ug mL" para as cepas SA4038,
SU959 e SU3580. A cepa SA3930 foi resistente aos dois compostos nas
maiores concentracdes testadas que foram 125 ug mL™" para 7-epi e 62,5 ug

mL™" para 7-epi-Cu (Figuras 4 e 5).

0,900
0,800

0,700

o
(o]
o
o

0,500 = SA3930
0.400 = SA4038
SU959
= SU3580

Absorbancia (550 nm)

Ctl+ 125,0 62,5 31,3 156 78 39 20 1,0 Cil-
Concentragao de 7-epiclusianona (ug mL-1)

Figura 4 - Multiplicagdo de Streptococcus agalacitae 3930 (SA3930), S. agalactiae
4038 (SA4038), Streptococcus uberis 959 (SU959) e S. uberis 3580 (SU3580) isoladas
de mastite bovina submetidas a diferentes concentragdes de 7-epiclusionona por 24
horas. Ctl + = Controle de crescimento (100 pL de cultura bacteriana + 100 yL de
TSB); Ctl — = Controle de esterilidade (200 yL de TSB).
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Os valores de concentragao bactericida minima sao exibidos na tabela 1.
A cepa SA3930 nao foi utilizada no teste, uma vez que nao apresentou

sensibilidade aos compostos no teste da CIM.

e o o =
N ® © o
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o))

= SA3930

= SA4038
SU959

0.3 = SU3580

Absorbancia (550 nm)
o o
> o

Ctl+ 625 313 156 78 39 20 10 0,5 Ctl-
Concentragao de 7-epiclusianona-Cu (ug mL-1)

Figura 5 - Multiplicagdo dos isolados Streptococcus agalacitae 3930 (SA3930), S.
agalactiae 4038 (SA4038), Streptococcus uberis 959 (SU959) e S. uberis 3580
(SU3580) isoladas de mastite submetidas a diferentes concentragcbes de 7-
epiclusionona-cobre por 24 horas. Ctl + = Controle de crescimento (100 uL de cultura
bacteriana + 100 yL de TSB); Ctl — = Controle de esterilidade (200 uL de TSB).

Em um estudo utilizando flavanonas isoladas de Albizia myriophylla
foram encontrados valores de CIM variando de 0,98 a 125 pg mL" sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e
Bacillus cereus ATCC 11778 (JOYCHARAT et al., 2015). Fonseca e
colaboradores (2013) avaliando a atividade de acido ent-copalico, um diterpeno
derivado de plantas, encontraram valores de CIM variando de 1,56 a 6,25 ug
mL™" contra Staphylococcus aureus (ATCC 6538 e isolado de mastite),
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Streptococcus agalactiae ATCC
12386 e Streptococcus dysgalactiae ATCC 12238. Avaliando-se a atividade de
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curcumina sobre S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 35984, Chusri
e colaboradores (2016) encontraram valores de 32 e 125 ug mL™,
respectivamente. A molécula a-mangostina, apresentou valores de CIM
variando de 1 a 10 pg mL™" para esses mesmos isolados (CHUSRI et al.,
2016).

Tabela 1 - Valores de concentracdo bactericida minima para os Streptococcus
agalactiae 4038 (SA4038), Streptococcus uberis 959 (SU959) e S. uberis 5880
(SU3580) isolados de mastite bovina em relagao aos compostos 7-epiclusianona (7-
epi) e 7-epiclusianona-cobre (7-epi-Cu).

Compostos
Isolados (ug mI)
7-epi 7-epi-Cu
SA4038 15,6 31,3
SU959 31,3 31,3
SU3580 31,3 31,3

Segundo Rios e Recio (2005), valores de atividade inibitéria abaixo de
10 ug mL™ para compostos isolados de plantas sdo considerados relevantes.
Cos e colaboradores (2006), por sua vez, descrevem atividade inibitéria
significativa abaixo de 25 pg mL™". Assim, qualquer que seja o ponto de corte
adotado para definir boa atividade antibacteriana, dentre os descritos na
literatura, os dois compostos avaliados tiveram resultados satisfatérios.

Compostos isolados da casca de caule de Ficus drupacea tiveram
valores de CBM variando de 40 a 200 ug mL™" sobre bactérias Gram negativas
e Gram positivas (YESSOUFOU et al., 2015). A benzofenona 7-epi apresentou
valores de CBM variando de 10 a 20 ug mL™" sobre S. mutans isolado de carie
dental (ALMEIDA et al., 2008), resultado préximo ao obtido no presente estudo
para outras espécies de Streptococcus.

A fim de comparar os resultados entre as moléculas testadas, podemos
converter a unidade de concentragdo dos compostos para mmol L', Dessa
maneira obtemos CIM de 15,53 mmol L™ para 7-epi e de 7,32 mmol L' para 7-
epi-Cu. Portanto, 7-epi-Cu é ativo numa concentragdo menor do que a metade
da CIM de 7-epi. Esse valor pode ser explicado pela composi¢cao do complexo,
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onde cada molécula é composta por duas moléculas de 7-epi e um ion de
cobre Il.

Os metais, dentre eles o cobre, possuem diversos mecanismos de
toxicidade microbiana, dentre eles, disfungdo de proteinas, produgdo de
espécies reativas de oxigénio e deplecdo dos antioxidantes, danos a funcao da
membrana, interferéncia na assimilagdo de nutrientes e também podem ser
genotoéxicos (LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013). Uma vez que esse ion ja
foi relatado como efetivo contra bactérias e fungos isolados de mastite
(WERNICKI et al., 2014), esperava-se, entdo, maior atividade do complexo em
relacdo a molécula livre.

Comparando-se a atividade de sufatiazol e nimesulida complexados ou
nao com cobre, as moléculas com cobre exibiram resultados superiores, tendo
apresentado atividade enquanto a molécula sem cobre nao foi ativa (NUNES et
al., 2016). Santi e colaboradores (2016) avaliaram a atividade bioldgica de
xilitol livre e complexado com cobre e zinco, encontraram metade do valor de
CIM (em pg mL'1) para os complexos, quando comparado com o xilitol livre. Em
nosso estudo encontramos o0 mesmo valor de CIM para 7-epi e seu complexo
com cobre, 7,8 ug mL™".

Micro-organismos possuem mecanismos genéticos e bioquimicos para
suportar a toxicidade do metal, como absor¢cdo reduzida, efluxo, sequestro
extracelular, sequestro intracelular, reparo, contorno de vias metabdlicas e
modificagdo quimica (LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013). Algum desses
mecanismos pode explicar a semelhanga, em termos de concentracdo, da
atividade antibacteriana exibida pela benzofenona 7-epi e seu complexo com
cobre.

Outra hipotese que explica a semelhanca entre os valores de atividade
entre 7-epi e 7-epi-Cu é a existéncia de impedimento estérico do cobre, ou
seja, na conformacédo espacial da molécula o ion cobre pode nao estar
acessivel, e, portanto, incapacitado de realizar qualquer atividade
antibacteriana. Ainda, o tamanho do complexo pode impedir sua agao, uma vez

que é uma molécula grande (1065,5 g mol™).
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5.2 Curva de tempo de morte

A curva de tempo de morte tem a capacidade de simular diferentes perfis
de concentragcdo-tempo, oferecendo um complemento atrativo para os estudos
in vitro, uma vez que pode aperfeigoar o planejamento de dosagens (NIELSEN
et al., 2007).

Foram utilizadas as cepas SA4038 e SU3580 para construir a curva de
tempo de morte para os compostos em teste. A curva de tempo de morte de S.

agalactiae é exibida na figura 6, e a de S. uberis é exibida na figura 7.
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Figura 6 - Curva de tempo de morte de Streptococcus agalactiae isolado de mastite
apos tratamento com os compostos 7-epiclusianona (7-epi) e 7-epiclusianona-Cu (7-
epi-Cu) nas concentragdes inibitéria minima (CIM = 7,8 ug.mL™") e bactericida minima
(CBM = 15,6 e 31,3 ug.mL™" para 7-epi e 7-epi-Cu, respectivamente). Cont + = Curva
de crescimento para S. agalactiae.

A dindmica da curva de tempo de morte de S. agalactiae tratada com 7-
epi e 7-epi-Cu, mostra que esses dois compostos atuam inibindo a

multiplicagdo dessa bactéria, tendo, portanto, acédo bacteriostatica. Esse
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comportamento € observado também na CBM, que € uma concentragao das
drogas superior a CIM das mesmas.

A curva de tempo de morte de S. uberis submetida aos compostos 7-epi
e 7-epi-Cu tem comportamento semelhante aquele de S. agalactiae, onde os
compostos atuam retardando sua fase exponencial. Mais uma vez, mesmo em
concentragao superior a CIM, o comportamento bacteriostatico se conserva.

O composto 7-epi e seu complexo com cobre mantiveram o mesmo
comportamento durante o periodo observado, sempre inibiram a multiplicacdo
bacteriana (Figuras 6 e 7). O comportamento foi semelhante também nas duas
concentragcdes testadas. Isso mostra que os comportamentos de 7-epi e 7epi-

Cu nao sao tempo/dose-dependentes.
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Figura 7 - Curva de tempo de morte de Streptococcus uberis isolado de mastite apds
tratamento com os compostos 7-epiclusianona (7-epi) e 7-epiclusianona-Cu (7-epi-Cu)
nas concentragdes inibitéria minima (CIM = 7,8 ug mL™) e bactericida minima (CBM =
31,3 ug mL™). Cont + = Curva de crescimento para S. uberis.

O comportamento bacteriostatico dos compostos 7-epi e 7-epi-Cu frente
a essas duas espécies bacterianas nado deve ser julgado como uma

caracteristica negativa. Pankey e Sabath (2004) descrevem que ha poucos
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relatos na literatura de maior importancia clinica de drogas com acéo
bactericida in vitro quando comparadas a agentes bacteriostaticos, ou seja, os
resultados obtidos in vitro ndo sao suficientes para concluir sobre o
comportamento in vivo. Além disso, a agao de uma droga pode ser dependente
da carga bacteriana e da interagdo com o sistema imunitario no local de
infecgdo (NEMETH; OESCH; KUSTER, 2015).

Uma complicagdo tedrica do uso de agentes bacteriostaticos seria a
recidiva da infecgdo apods o tratamento, uma vez que nao ha eliminagéo total da
infeccdo. Nemeth, Oesch e Kuster (2015), buscando distingdo clinicamente
relevante entre antimicrobianos bactericidas e bacteriostaticos, nao
encontraram diferenca na taxa de reincidéncia entre essas duas categorias.

Compostos bactericidas podem ocasionar a liberagcdo de toxinas e a
liberagcdo de fragmentos de parede celular, levando ao aumento de liberagéo
de prostaglandinas, resultando em exacerbada resposta inflamatéria (PANKEY;
SABATH, 2004).

5.3 Teste de liberagao de proteina

A presencga de proteinas no sobrenadante € um indicativo de diminui¢ao
da integridade da parede celular bacteriana (DIAO et al., 2014). O corante
Coomassie Brilliante Blue G-250 tem sua absorbancia aumentada quando
ligado a proteinas (BRADFORD, 1976).

A quantificacdo das proteinas presentes no sobrenadante dos isolados S.
agalactiae e S. uberis tratados com 7-epi e 7-epi-Cu nos tempos 0 e 48 horas é
exibida na figura 8.

Nao houve diferencga estatistica entre os tratamentos e os controles em
nenhum dos tempos estudados 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas (dados nao exibidos),
portanto, ndao foi evidenciada a presenca de proteina no sobrenadante.
Algumas combina¢des apresentaram valores de absorbancia abaixo do branco
do teste, o que resultou em uma concentracido proteica menor que a desse
parametro de comparagdo; porém essa discrepancia nao foi significativa
(p>0,05).
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Figura 8 - Concentragdo de proteinas no sobrenadante da cultura de Steptococcus
agalactiae (SA) e Streptococcus uberis (SU) apds tratamento com 7-epiclusianona (7-
epi) e 7-epiclusianona-cobre (7-epi-Cu). Ndo houve diferenca entre os diferentes
tratamentos, pela ANOVA, a 5% de significancia. Branco (salina 0,85% + reagente de
Bradford); 7-epi, 7-epi-Cu, SA- (S. agalactiae nao tratada) e SU- (S. uberis nao
tratado) sao os controles.

A auséncia de proteinas no sobrenadante indica ndo haver alteragdo da
integridade da parede celular. Esse resultado era esperado uma vez que 0s
compostos que apresentam modo de agao bacteriostatico e antimicrobianos
bacteriostaticos atuam inibindo a sintese proteica bacteriana (BROTZ-
OESTERHELT; BRUNNER, 2008). Antimicrobianos bactericidas, por sua vez,
atuam inibindo a sintese de DNA, de RNA, da parede celular ou a sintese
proteica (KOHANSKI; DWYER; COLLINS, 2010). As drogas bactericidas levam
a morte bacteriana, portanto a lise celular resultaria em maior concentragao de

proteinas no sobrenadante.
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5.4 Avaliagao da aderéncia

Apos tratamento com 7-epi e 7-epi-Cu, foi medida a aderéncia de S.
agalactiae e S. uberis. Os resultados sdo mostrados nas figuras 9 e 10,
respectivamente.

Os compostos 7-epi e 7-epi-Cu em subdose (1/2 CIM) ndo induziram a
aderéncia das bactérias S. agalactiae e S. uberis isoladas de mastite bovina.

A indugdo da aderéncia tem relevancia clinica visto que o
estabelecimento bem-sucedido de infec¢do por patégenos bacterianos requer a
adesdo as células do hospedeiro e a colonizagdo de tecidos (PIZARRO-
CERDA; COSSART, 2006). Evidéncias sugerem que antimicrobianos em doses
subterapéuticas, representam um estimulo para as bactérias alterarem seu
metabolismo e expressar fatores de viruléncia como os de adesdo e invasao
(BRADLEY; GREEN, 2009; COSTA et al.,, 2012; HOFFMAN et al., 2005).
Essas concentragbes ocorrem no inicio e final dos regimes de dosagens e
durante tratamentos de baixas doses (ODENHOLT, 2001; SILVA et al., 2014).
Ha aditivos na racdo animal em concentracbes abaixo da dose terapéutica
(ppm) com o objetivo de promover o crescimento e controlar doengas em
animais (WALLINGA; BURCH, 2013).
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Figura 9 - Aderéncia de Streptococcus agalactiae submetido a 1/2 concentragao
inibitéria minima de 7-epiclusianona (7-epi) e seu complexo com cobre (7-epi-Cu). Nao
houve diferenca entre os diferentes tratamentos, pela ANOVA, a 5% de significancia.
Controle = S. agalactiae ndo submetida a nenhum tratamento.
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Staphylococcus aureus submetida a sub-doses de florfenicol e
ciprofloxacina tiveram sua adesao as células do hospedeiro aumentada. Em
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, o uso de aminoglicosideos
também aumentou a aderéncia aos tecidos do hospedeiro (ANDERSSON,;
HUGHES, 2014).

A adesao e a internalizagao de S. uberis em células epiteliais mamarias
sao importantes eventos precoces no estabelecimento de mastite em vacas
(ALMEIDA et al., 2015). A adesdo de S. agalactiae as células hospedeiras
constitui uma relevante etapa da colonizagcdo (CHUZEVILLE et al., 2015;
NOBBS; JENKINSON; EVERETT, 2015).
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Figura 10 - Aderéncia de Streptococcus uberis submetido a 1/2 concentracgao inibitéria
minima de 7-epiclusianona (7-epi) e seu complexo com cobre (7-epi-Cu). Nao houve
diferenca entre os diferentes tratamentos, pela ANOVA, a 5% de significancia.
Controle: S. uberis na auséncia de tratamento.

Adesao é o primeiro passo na instalacdo de uma infeccdo e também a
primeira etapa na formagdo de biofilmes. A adesdo bacteriana a superficie
pode ser dividida em fases distintas: adesao primaria e reversivel, adesao
secundaria e reversivel e formagao de biofiime (DUNNE JR., 2002). Biofilme é
definido como um aglomerado de células fechado numa matriz auto-produzida
(GOMES; HENRIQUES, 2016). Devido a resisténcia de biofilmes aos
antimicrobianos, a investigacdo biomédica esta focando na capacidade das
bactérias em formar biofilmes. Na medicina veterindria as caracteristicas

clinicas e resultados terapéuticos no tratamento da mastite sugerem a
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formagao de biofilme pelos patdogenos causadores de mastite (MELCHIOR,;
VAARKAMP; FINK-GREMMELS, 2006).
Os compostos aqui testados nao induziram a adesdo. Esse resultado é

relevante clinicamente.

5.5 Teste de citotoxicidade

Apods 24 horas de exposigdo aos compostos 7-epi e 7-epi-Cu, as células
MAC-T foram submetidas aos testes de MTT e de captacdo de Vermelho
Neutro (NR). A figura 11 mostra os resultados obtidos nos dois testes de
citotoxicidade em termos de viabilidade celular.

Os valores médios de D.O. obtidos podem ser visualizados na tabela 2.

A comparacao dos valores obtidos das células tratadas com o controle,
pelo teste do MTT, mostra que nao houve diferenca estatistica na formacao de
formazan pelas desidrogenases mitocondriais, portanto, as drogas em teste
nao s&o citotdoxicas. Esses valores sdo semelhantes mesmo ao se usar a
concentracao sete vezes maior que a inibitéria minima.

Ao se avaliar os resultados obtidos na captacdo NR pelos lisossomos,
houve diferengca estatistica até mesmo quando utilizada a CIM. Portanto,
segundo essa metodologia, os compostos s&o considerados citotoxicos.

Notam-se resultados contraditérios entre os dois ensaios. Essa diferenca
entre as metodologias pode ser explicada pela maior sensibilidade da captacéo
do NR em relagdo ao MTT (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).

Apesar das diferengas entre os tratamentos pelo ensaio da captagao de
NR terem sido estatisticamente significantes, ndao houve alteracdo da
morfologia celular, quando as células foram expostas a CIM dos compostos
(dados nédo mostrados). Nessa concentragdo, as células apresentaram-se
como aquelas do controle. Isso ndo se repetiu ao se usar a concentracao
equivalente a 7xCIM. Nessa concentracdo as células mostraram-se mais
arredondadas que o controle e com o citoplasma vacuolizado. Além disso,

nesse tratamento houve desprendimento e lise celular.
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Figura 11 - Viabilidade de células MAC-T pelos ensaios de MTT e captacdo de
vermelho neutro. Células MAC-T foram tratadas com 7-epiclusianona (7-epi) e 7-
epiclusianona-cobre (7-epi-Cu) durante 24 h, na concentragéo inibitéria minima (CIM)
e sete vezes essa concentragdo (7CIM). Os resultados foram apresentados como a
viabilidade das células em relagao ao controle (MAC-T), que foi considerado 100%.

Alteracbes morfolégicas também foram visualizadas apos o teste do MTT

na concentragcédo 7xCIM para os dois compostos (dados ndo mostrados).

Tabela 2 - Valores médios de absorbancia (550 nm) de células MAC-T submetidas a 7-
epiclusianona (7-epi) e 7-epiclusianona-cobre (7-epi-Cu) nas concentragdes inibitéria minima
(CIM) e 7xCIM, apos ensaios do MTT e captagdo do vermelho neutro (NR). Controle: célula
MAC-T sem exposi¢gdo a nenhum composto.

Ensaio Controle 7-epi 7-epi-Cu

CIM 7xCIM CIM 7xCIM
MTT 1,728a 1,724a 1,457° 1,31a 1,725a
NR 0,465a 0,379b 0,089c 0,401b 0,082c

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo se diferenciam entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Apesar dos resultados estatisticos, a analise microscopica da cultura
celular submetida aos compostos permite dizer que ambos nao apresentaram
atividade citotdéxica quando na concentracéo inibitdria minima para as células

MAC-T, porém foram toxicos na concentracdo 7xCIM. Sendo assim, sao
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necessarios novos testes para definir qual a maior concentracdo que nao sera

téxica para essa linha celular.
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CONCLUSAO

O biocomposto 7-epiclusianona e o complexo metalico 7-epiclusianona-
cobre apresentaram valores de concentragao inibitéria minima considerados
otimos pela literatura. Os dois compostos apresentaram modo de acéao
bacteriostatico in vitro. A benzofenona 7-epi e seu complexo 7-epi-Cu nao
parecem ter atividade sobre a parede celular bacteriana e nao influenciam a
aderéncia de Streptococcus agalactiae e Streptococcus uberis isolados de
mastite bovina. Os testes de citotoxicidade aliados a morfologia celular
mostraram que os compostos nao sao toxicos para as células MAC-T na
concentracao inibitéria minima, porém, o0 sdo em uma concentragao sete vezes
maior que essa, sendo, portanto, necessarios mais estudos para decidir sobre
a citotoxicidade dos compostos. As duas moléculas tiveram, entdo, excelentes
resultados quanto a sua atividade contra essas bactérias Gram-positivas. Dado
que 7-epi e 7-epi-Cu apresentaram valores de atividade proximos, talvez seja
mais vantajosa a utilizagdo de 7-epi sem complexa-la, uma vez que apds o
isolamento ja apresenta niveis satisfatorios de atividade. A complexagéo dessa
molécula com cobre onera os custos de produgdo e, consequentemente de
tratamento, tanto em relagédo ao valor utilizado para aquisicdo desse metal

quanto em relagao ao tempo desprendido no processo de complexacgao.
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